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Znaczenie cech biologicznych guza 
dla jednoczesnej chemioradioterapii nowotworów z∏oÊliwych
Beata Biesaga, Agnieszka Adamczyk
Jednoczesna chemioradioterapia znalaz∏a zastosowanie w leczeniu wielu typów nowotworów z∏oÊliwych. Obecnie coraz cz´-
Êciej, oprócz uznanych klinicznych czynników rokowniczych, próbuje si´ wykorzystywaç parametry biologiczne nowotworu dla
oceny skutecznoÊci leczenia. Intensywnie badane czynniki zwiàzane sà z hipoksjà, tempem proliferacji komórek nowotworo-
wych i procesem apoptozy. W przypadku hipoksji najcz´Êciej stosowanymi metodami sà: bezpoÊredni pomiar st´˝enia tlenu
w tkance i immunohistochemiczne oznaczanie bia∏ek, ulegajàcych ekspresji w przypadku niedotlenienia komórek. Badania
dotyczàce proliferacji komórek nowotworowych koncentrujà si´ na analizie wartoÊci predykcyjnej indeksu wiàzania bromo-
deoksyurydyny, potencjalnego czasu podwojenia guza, a tak˝e na oznaczaniu ekspresji bia∏ek zwiàzanych z cyklem komórko-
wym, takich jak Ki-67 i PCNA. Cz´stym przedmiotem badaƒ jest tak˝e bia∏ko P53, odpowiedzialne za regulacj´ cyklu komór-
kowego i apoptozy. W przypadku apoptozy analizowane sà tak˝e: indeks apoptotyczny oraz ekspresja takich bia∏ek kontrolu-
jàcych ten proces, jak Bax i Bcl-2. WÊród innych parametrów biologicznych predykcyjnà wartoÊç posiadaç mo˝e ekspresja
enzymów: cyklooksygenazy-2, topoizomerazy II i endonukleazy HAP1. Najbardziej jednoznaczne wyniki dotyczà wartoÊci pre-
dykcyjnej poziomu hipoksji oraz indeksu apoptozy i wskazujà, ˝e wysoki poziom hipoksji i niski apoptozy wià˝à si´ z krótszy-
mi prze˝yciami chorych oraz brakiem odpowiedzi nowotworów po jednoczesnej chemioradioterapii.
The significance of tumour biological parameters 
for concurrent chemoradiotherapy of malignancies carcinomas
Concomitant chemoradiotheraphy is a popular form of treatment in case of many malignancies. At present, not only well
known clinical prognostic factors but also the biological parameters of the tumours are studied in order to predict treatment
results. The parameters describing hypoxia, the proliferative rate of tumour cells and apoptosis are being investigated in
detail. In case of hypoxia, the methods used most frequently consist of direct measurement of the oxygen level in the tissues and
immunohistochemical evaluation of proteins expressed in hypoxic cells. Studies concerning the proliferation rate of tumour
cells mainly investigate the predictive power of the bromodeoxyuridine labelling index, the potential doubling time of the tumour,
and the expression of proteins involved in the cell cycle, such as Ki-67 and PCNA. Many studies investigate the P53 protein,
which controls cell cycle and apoptosis. Apoptosis is usually measured by the apoptotic index. Evaluation of the expression of
proteins controlling this process, mainly Bax and Bcl-2, is also used. Among other biological parameters, the expression of such
enzymes as cyclooxygenase 2, topoisomerase II and endonuclease HAP1, might have a predictive potential. At present the
apoptotic index and the level of hypoxia are considered the most promising parameters. Study results suggest that a high level
of hypoxia and a low level of apoptosis correlate with poor patient survival and lack of tumour response to chemoradiotherapy.
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Wprowadzenie
Prawdopodobieƒstwo wyleczenia nowotworów z∏oÊliwych
o wysokim stopniu zaawansowania klinicznego jest ni-
skie. Popraw´ wyników leczenia bardziej zaawansowa-
nych guzów wià˝e si´ z zastosowaniem po∏àczonego lecze-
nia promieniowaniem jonizujàcym i lekami przeciwno-
wotworowymi. W ciàgu ostatnich dziesi´cioleci skojarzone
leczenie z udzia∏em chemio- i radioterapii sta∏o si´ w wie-
lu typach nowotworów post´powaniem standardowym
[1]. Opracowano kilka schematów ∏àczenia chemioradio-
terapii (CRT): neoadiuwantowà, jednoczesnà, adiuwanto-
wà i sekwencyjnà. Wyniki wielu randomizowanych badaƒ
klinicznych [2-8] i meta analiz [9-11], dotyczàcych za-
awansowanego raka p∏askonab∏onkowego (SCC) narzà-
dów g∏owy i szyi, a tak˝e randomizowanych badaƒ kli-
nicznych nad rakiem prze∏yku [12-14], niedrobnokomór-
kowym rakiem p∏uc [15-17], rakiem szyjki macicy [18-21]
oraz odbytu [22, 23] wykazujà, ˝e stosowanie jednoczesne-
go napromieniania i leczenia chemicznego poprawia sku-
tecznoÊç tego leczenia, w porównaniu do samodzielnej
radioterapii (RT) i innych schematów leczenia skojarzone-
go (Tab. I). Istnieje kilka biologicznych mechanizmów
przemawiajàcych na korzyÊç jednoczesnego stosowania
leków przeciwnowotworowych i promieniowania jonizujà-
cego. Jednymi z najwa˝niejszych sà: hamowanie naprawy
uszkodzeƒ subletalnych pod wp∏ywem cytostatyku oraz
wzrost promieniowra˝liwoÊci komórek nowotworowych
po zadzia∏aniu leku. Przy tym sposobie leczenia wyst´-
puje te˝ zmniejszone ryzyko powstania opornoÊci krzy-
˝owej, czyli selekcji pod wp∏ywem jednego czynnika, klo-
nów opornych równie˝ na dzia∏anie drugiego czynnika.
Jednoczesna CRT nie wià˝e si´ tak˝e z ryzykiem wywo∏a-
nia przyÊpieszonej repopulacji komórek nowotworowych,
spowodowanym wyd∏u˝eniem ca∏kowitego czasu lecze-
nia. Jednak wadà tego schematu leczenia jest wzrost tok-
sycznoÊci.
Chorzy sà kierowani do jednoczesnej CRT na pod-
stawie parametrów klinicznych nowotworu, przy czym de-
cydujàce znaczenie ma wysoki stopieƒ zaawansowania
klinicznego. Obecnie, a zw∏aszcza w ciàgu ostatniego roku,
obserwuje si´ wzrost liczby badaƒ radiobiologicznych, do-
tyczàcych predykcyjnego znaczenia cech biologicznych
nowotworu dla równoczesnej CRT.
Parametry biologiczne mog∏yby byç przydatne przy
doborze schematu leczenia dla indywidualnego chorego
[24-28]. W przypadku nowotworów wra˝liwych na dzia∏a-
nie leków przeciwnowotworowych by∏oby wskazane za-
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Tab. I. Jednoczesna chemioradioterapia nowotworów z∏oÊliwych w ró˝nych lokalizacjach
Table I. Concurrent chemoradiotherapy of malignant tumours in varies localization
Typ nowotworu [pozycja piÊmiennictwa] Rodzaj chemioterapii Zysk terapeutyczny
Nowotwory SCC narzàdów g∏owy i szyi [1, 9–11, 69] Pochodne platyny Poprawa prze˝yç ca∏kowitych o oko∏o 8–12%
Rak SCC prze∏yku [12-14] Pochodne platyny Poprawa prze˝yç ca∏kowitych o oko∏o 1–10%
Mitomycyna-C 
5-fluorouracyl
Niedrobnokomórkowy rak p∏uc [15-17] Pochodne platyny Poprawa 5-letnich prze˝yç ca∏kowitych o oko∏o 7-17%
Mitomycyna-C Poprawa wyleczalnoÊci miejscowej o oko∏o 20%
Winblastyna
Windezyna
Rak p∏askonab∏onkowy (SCC) szyjki macicy [18-21] Pochodne platyny Poprawa 5-letnich prze˝yç ca∏kowitych o oko∏o 9–17%
5-fluorouracyl
hydroksymocznik
Rak SCC odbytu [22, 23] 5-fluorouracyl Poprawa wyleczalnoÊci miejscowej o oko∏o 15%
mitomycyna-C
Tab. II. Potencjalne biologiczne czynniki predykcyjne dla jednoczesnej chemioradioterapii nowotworów z∏oÊliwych
Table II. Potential predictive biological factors for concurrent chemoradiotherapy of malignant tumours
Proliferacja Apoptoza Hipoksja
Na poziomie tkankowym
BezpoÊredni pomiar utlenowania w guzie histografem Eppendorfa
VEGF – czynnik wzrostu Êródb∏onka naczyƒ
Na poziomie komórkowym
IM, IWBrdUrd, Tpot, IA Anhydraza w´glanowa 9
MIB1, Ki-67, PCNA, cyklina D1
Na poziomie regulacji w komórce
Oznaczanie ekspresji bia∏ek Oznaczanie ekspresji bia∏ek Oznaczanie ekspresji czynników transkrypcyjnych, aktywnych 
kontrolujàcych cykl komórkowy kontrolujàcych apoptoz´ w stanie hipoksji
P53, P21, PRb, Mdm2 P53, Bcl2, Bax, Fas HIF1α, HIF2α
stosowanie jednoczesnej CRT [1], natomiast dla guzów
bardziej opornych na cytostatyki nale˝a∏oby rozwa˝yç za-
stosowanie innych sposobów uwra˝liwiania na promie-
niowanie jonizujàce. Ze wzgl´du na nasilonà toksycznoÊç
po∏àczonego sposobu leczenia przydatne by∏oby te˝ ozna-
czenie wra˝liwoÊci tkanek prawid∏owych na stosowane
leki i radioterapi´.
Potencjalne biologiczne parametry predykcyjne dla
jednoczesnej CRT, b´dàce obecnie przedmiotem inten-
sywnych badaƒ, mo˝na generalnie podzieliç na czynniki
zwiàzane z poziomem niedotlenowania tkanki nowotwo-
rowej, czyli hipoksjà komórek, tempem proliferacji ko-
mórek nowotworowych i procesem apoptozy (Tab. II).
Czynniki te badane sà na poziomie tkanki, komórki oraz
na poziomie regulacji procesów zachodzàcych w komórce.
Hipoksja
Wyst´powanie hipoksji w tkance nowotworowej jest jed-
nym z najwa˝niejszych czynników determinujàcych od-
powiedê na promieniowanie jonizujàce. W przypadku ba-
daƒ okreÊlajàcych wartoÊç predykcyjnà dla jednoczesnej
CRT, jest to jedyny czynnik badany na poziomie tkanko-
wym. Vanselow i in. [29] wykazali dla 27 raków SCC noso-
wej i krtaniowej cz´Êci gard∏a, w oparciu o metod´ bezpo-
Êredniego pomiaru st´˝enia tlenu histografem Eppendor-
fa w przerzutowych w´z∏ach ch∏onnych, ˝e wysoki poziom
utlenowania przed rozpocz´ciem jednoczesnej CRT jest
istotnie zwiàzany z regresjà przerzutów w w´z∏ach ch∏on-
nych po leczeniu. Natomiast Hironaka i in. [30] oznaczy-
li poÊrednio stopieƒ utlenowania raka SCC prze∏yku przed
rozpocz´ciem leczenia poprzez pomiar g´stoÊci unaczy-
nienia guzów metodà immunohistochemicznà. Autorzy
ci, w oparciu o analiz´ Kaplana-Meiera, stwierdzili, ˝e
chorzy z guzami o wysokiej g´stoÊci unaczynienia cha-
rakteryzowali si´ d∏u˝szym czasem 3-letnich prze˝yç ca∏ko-
witych, w porównaniu do chorych, których guzy wykazy-
wa∏y ni˝szà g´stoÊç unaczynienia. PoÊrednià metodà wnio-
skowania o stopniu niedotlenienia tkanek jest tak˝e
oznaczanie poziomu hemoglobiny (Hb) w krwi obwodo-
wej. W badaniu Glasera i in. [31], przeprowadzonym
w grupie 191 chorych na raki SCC narzàdów g∏owy i szyi
leczonych przedoperacyjnie jednoczesnà CRT, zbadano
wartoÊç predykcyjnà poziomu Hb w krwi obwodowej. Au-
torzy wykazali u chorych z poziomem Hb ≥14,5 g/dL istot-
nie wy˝szy odsetek wyleczalnoÊci miejscowej w porówna-
niu do chorych z ni˝szym poziomem Hb. Natomiast Ko-
ukourakis i in. [32] w grupie 75 chorych na raka SCC
narzàdów g∏owy i szyi, u których zastosowano równocze-
Ênie chemio- i radioterapi´, oznaczyli immunohistoche-
micznie g´stoÊç unaczynienia guzów (MVD) i ekspresj´
anhydrazy w´glanowej 9 (CA9) w komórkach nowotworo-
wych. Anhydraza ta jest enzymem uczestniczàcym w me-
tabolizmie tlenowym, którego poziom wzrasta w komór-
kach niedotlenowanych. Wspomniani autorzy wykazali,
˝e grupa guzów z silnà ekspresjà anhydrazy w komórkach
nowotworowych charakteryzuje si´ istotnie ni˝szym odset-
kiem wyleczalnoÊci miejscowej w odniesieniu do guzów
o niskiej ekspresji tego enzymu. Tak˝e dla chorych z g´sto
unaczynionymi nowotworami wykazano krótszy czas prze-
˝yç ca∏kowitych i ni˝szy odsetek wyleczeƒ miejscowych
po jednoczesnej CRT. Na podstawie g´stoÊci unaczynienia
guzów i ekspresji anhydrazy w komórkach nowotworo-
wych autorzy podzielili badane nowotwory na trzy gru-
py: hipoksyczne (wykazujàce ekspresj´ CA9) niezale˝nie
od MVD, utlenowane (CA9 negatywne) o wysokiej g´sto-
Êci unaczynienia i utlenowane (CA9 negatywne) o niskiej
lub Êredniej MVD. Fakt wyst´powania guzów o wysokiej
MVD i CA9 pozytywnych badacze t∏umaczà poprzez mo˝-
liwoÊç wyst´powania komórek hipoksycznych niezale˝-
nie od g´stoÊci unaczynienia nowotworu. Mo˝e to wynikaç
z nast´pujàcych faktów: (a) zró˝nicowania poziomu meta-
bolizmu i zapotrzebowania na tlen w komórkach nowo-
tworowych, (b) zamykania si´ naczyƒ krwionoÊnych
w tkance nowotworowej, co zmniejsza przep∏yw krwi
w guzie, a nie wp∏ywa na g´stoÊç jego unaczynienia, (c) za-
le˝noÊci mi´dzy ekspresjà CA9 i szlakiem metabolicznym
bia∏ka HIF 1, którego wysoki poziom w komórkach nowo-
tworowych mo˝e byç skutkiem mutacji genetycznych.
W omawianej pracy autorzy wykazali w nowotworach hi-
poksycznych i w guzach utlenowanych o wysokiej g´stoÊci
unaczynienia istotnie krótszy czas wolny od nawrotu cho-
roby i ni˝szy odsetek prze˝yç ca∏kowitych chorych, w po-
równaniu do guzów utlenowanych o przeci´tnej lub niskiej
MVD.
Na poziomie regulacji procesów, które zachodzà
w komórkach hipoksycznych, badania dotyczàce równo-
czesnego leczenia cytostatykami i napromienianiem skon-
centrowa∏y si´ na oznaczaniu ekspresji bia∏ek HIF. Bia∏ka
HIF sà to bia∏ka jàdrowe, aktywowane w komórce w wa-
runkach niedoboru tlenu i pe∏niàce rol´ czynników trans-
krypcyjnych. Wp∏ywajà one na syntez´ naczyniowo-Êród-
b∏onkowego czynnika wzrostu (VEGF), a tak˝e stymu-
lujà produkcj´ erytropoetyny i syntazy tlenku azotu –
bia∏ek bioràcych udzia∏ w procesie erytropoezy. Kouko-
urakis i in. [33] wykazali dla 75 raków SCC narzàdów g∏o-
wy i szyi leczonych jednoczesnà CRT, ˝e silna ekspresja
bia∏ek HIF w komórkach nowotworowych (ocena immu-
nohistochemiczna przed leczeniem) jest zwiàzana z bra-
kiem ca∏kowitej regresji guzów po leczeniu oraz, ˝e nad-
ekspresja bia∏ka HIF 1α jest skorelowana z krótszym cza-
sem wolnym od nawrotu choroby.
Podsumowujàc omawiane badania wydaje si´, ˝e po-
ziom hipoksji w tkance nowotworowej posiada wartoÊç
predykcyjnà dla jednoczesnej chemioradioterapii oraz,
˝e niski stopieƒ utlenowania jest zwiàzany z brakiem re-
gresji nowotworów po tym leczeniu.
Angiogeneza
Nieco odmiennym zagadnieniem, aczkolwiek poÊrednio
zwiàzanym z hipoksjà w tkance nowotworowej, jest
problem angiogenezy, czyli powstawania nowych naczyƒ
krwionoÊnych w guzie. Jednym z najwa˝niejszych czyn-
ników wzrostowych w procesie angiogenezy jest VEGF.
Dzia∏a on na drodze parakrynnej poprzez receptory zloka-
lizowane w komórkach Êródb∏onka naczyƒ. Shimada i in.
[34] wykazali predykcyjne znaczenie poziomu VEGF, oce-
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nianego metodà immunoenzymatycznà w surowicy krwi
96 chorych na raka SCC prze∏yku leczonych równoczesnà
CRT. Badacze ci wykazali, ˝e ni˝szy poziom VEGF w su-
rowicy wskazuje na cz´Êciowà lub ca∏kowità regresj´
guzów, a tak˝e na wy˝szy odsetek 3-letnich prze˝yç ca∏ko-
witych. W badaniach tych samych autorów [35], obejmu-
jàcych grup´ 52 chorych na zaawansowanego p∏askona-
b∏onkowego raka prze∏yku, leczonych jednoczesnà CRT,
oznaczono w komórkach nowotworowych, metodà im-
munohistochemicznà, ekspresj´ VEGF i fosforylazy tymi-
dyny (TP), innego enzymu tak˝e zaanga˝owanego w pro-
ces angiogenezy. Badacze wykazali, ˝e niska ekspresja
VEGF i TP, wykazana przed leczeniem jest istotnie skore-
lowana z ca∏kowità lub cz´Êciowà regresjà guzów po lecze-
niu. Natomiast w analizie Coxa tylko ekspresja VEGF
okaza∏a si´ byç niezale˝nym czynnikiem predykcyjnym
dla prze˝yç chorych. Autorzy t∏umaczà otrzymane wyniki
hipotezà, która g∏osi, ˝e VEGF i TP obecne w komór-
kach nowotworowych w podwy˝szonym poziomie, chronià
naczynia krwionoÊne guza przed skutkami promieniowa-
nia, co pociàga za sobà wzrost promienioopornoÊci nowo-
tworu. Hipoteza ta znajduje oparcie w badaniach Gor-
skiego i in. [36], którzy w doÊwiadczeniach na myszach
wykazali zmniejszenie obj´toÊci nowotworów p∏uc po po-
daniu w trakcie napromieniania przeciwcia∏ skierowa-
nych przeciwko mysiemu VEGF. Jednak badania Shima-
dy i in. [34, 35] nie znalaz∏y dotychczas potwierdzenia
w pracach innych autorów, w których wykazano brak za-
le˝noÊci mi´dzy wynikami leczenia jednoczesnà CRT 44
raków prze∏yku [37] i 31 raków odbytu [38], a poziomem
VEGF mierzonym w surowicy i plazmie krwi pozyskanej
od chorych. Byç mo˝e rozbie˝noÊci te wynikajà z ró˝nych
sposobów pomiaru poziomu VEGF zastosowanych
w omawianych publikacjach. Pomiar st´˝enia VEGF w su-
rowicy i plazmie krwi mo˝e bowiem dawaç ró˝ne wartoÊci,
zale˝ne od sposobu pobierania materia∏u, izolacji surowi-
cy i plazmy oraz zastosowanych metod analizy [39].
Proliferacja
Badania na poziomie komórkowym dotyczàce proliferacji
komórek nowotworowych, koncentrujà si´ na oznacza-
niu wartoÊci predykcyjnej takich wskaêników szybkoÊci
podzia∏ów komórkowych, jak: indeks wiàzania bromode-
oksyurydyny (IWBrdUrd), potencjalny czas podwojenia no-
wotworu (Tpot). Dotyczà tak˝e oznaczania ekspresji bia∏ek
obecnych w b∏onie jàdrowej komórek krà˝àcych w cyklu,
takich jak Ki-67 i PCNA. Jednak prace te nie przynios∏y
do tej pory jednoznacznych wyników. Corvo i in. [40],
w grupie 72 raków SCC narzàdów g∏owy i szyi, oznaczyli
cytofluorymetrycznie dwa wskaêniki proliferacji komó-
rek nowotworowych: IWBrdUrd i Tpot (BrdUrd podana in
vivo przed rozpocz´ciem leczenia). Tylko IWBrdUrd posia-
da∏ potencja∏ predykcyjny. Mianowicie szybciej prolife-
rujàce guzy, dla których IWBrdUrd by∏ wy˝szy lub równy
8%, charakteryzowa∏y si´ wy˝szym prawdopodobieƒstwem
wyleczalnoÊci miejscowej po jednoczesnej CRT, w porów-
naniu do nowotworów o szybkim tempie podzia∏ów komó-
rek, u których zastosowano konwencjonalnà radiotera-
pi´. Autorzy nie znaleêli takiej zale˝noÊci dla guzów wol-
no proliferujàcych (IWBrdUrd <8%). Najprawdopodob-
niej istnieje kilka mechanizmów, na podstawie których
mo˝na t∏umaczyç zwi´kszonà efektywnoÊç jednoczesnej
CRT dla nowotworów o szybkim tempie podzia∏ów ko-
mórkowych, w porównaniu do konwencjonalnego lecze-
nia. Zahamowanie przyspieszonej repopulacji komórek
nowotworowych, zwi´kszone prawdopodobieƒstwo zabi-
cia chemioopornych klonów komórek oraz lepsza rekru-
tacja komórek z przedzia∏u spoczynkowego do cyklu ko-
mórkowego to najbardziej prawdopodobne przyczyny
wi´kszej efektywnoÊci tego sposobu leczenia w przypadku
szybko proliferujàcych nowotworów. Jednak Dobrowsky
i in. [41], w grupie 62 chorych na raka SCC narzàdów
g∏owy i szyi, nie wykazali wartoÊci predykcyjnej IWBrdUrd
i Tpot (ocenianych przed rozpocz´ciem terapii, po podaniu
in vivo BrdUrd, metodà cytoflourymetrii przep∏ywowej)
dla nast´pujàcych sposobów leczenia: konwencjonalnej
RT (70 Gy/35 frakcji), przyspieszonej ciàg∏ej hiperfrakcjo-
nacji (CHART: 55,3 Gy/2 dawki frakcyjne dziennie/1,65
Gy) i CHART po∏àczonego z jednoczesnà CRT (mito-
mycyna C). W oparciu o przedstawione wyniki wydaje
si´, ˝e potrzebne sà dalsze badania, obejmujàce du˝e,
jednorodne grupy nowotworów, dla zbadania przydatno-
Êci predykcyjnej tych parametrów dla jednoczesnej CRT.
Tak˝e badania immunohistochemiczne nad warto-
Êcià predykcyjnà ekspresji bia∏ek Ki-67 i PCNA nie przy-
nios∏y do tej pory jednoznacznych wyników. Lavertu i in.
[42] w badaniach obejmujàcych nowotwory SCC narzà-
dów g∏owy i szyi wykazali w analizie wieloczynnikowej,
˝e raki wykazujàce pozytywne barwienie Ki-67 (za guzy
Ki-67 pozytywne przyj´to takie, w których znaleziono
choç jednà wybarwionà komórk´) charakteryzujà si´ istot-
nie ni˝szym ca∏kowitym czasem prze˝ycia po zakoƒczeniu
jednoczesnej CRT. Tak˝e Zhang i in. [43] dla raka SCC
prze∏yku wykazali, ˝e wy˝szy IWMIB-1 (MIB-1 – mono-
klonalne przeciwcia∏o wykrywajàce antygen Ki-67) wska-
zuje na ni˝szy odsetek prze˝yç ca∏kowitych chorych oraz
wy˝sze prawdopodobieƒstwo wyst´powania przerzutów
w w´z∏ach ch∏onnych. Podobnie, Hickey i in. [44] w grupie
14 raków SCC prze∏yku leczonych jednoczesnà CRT wy-
kazali, ˝e chorzy u których nie wykryto nadekspresji
PCNA, charakteryzowali si´ istotnie d∏u˝szym czasem
prze˝ycia. Z kolei, dla gruczolakoraków odbytu leczo-
nych przedoperacyjnie jednoczesnà CRT, Nasierowska-
-Guttmejer [45] wykaza∏a, ˝e niski IWMIB1 w materiale
biopsyjnym by∏ skorelowany z ca∏kowità regresjà guzów po
leczeniu. Jednak przeciwne wyniki uzyskali Kitamura i in.
[46] w grupie 95 nowotworów SCC prze∏yku oraz Kim
i in. [47] dla 23 raków SCC odbytu, leczonych przedopera-
cyjnie jednoczeÊnie cytostatykami i promieniowaniem jo-
nizujàcym. Stwierdzili istotnie wy˝szy odsetek wyleczalno-
Êci miejscowej w grupie nowotworów o wysokim IWKi-67.
Z drugiej strony, wyniki wielu badaƒ przeczà przydatnoÊci
tych parametrów proliferacji jako czynników predykcyj-
nych. Homma i in. [48] dla raka SCC krtani, Rees i in.
[49], Hironaka i in. [50] dla raka SCC prze∏yku oraz Rodel
i in. [51] w raku SCC odbytu nie wykazali istotnego zwiàz-
ku mi´dzy poziomem proliferacji komórek nowotworo-
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wych, okreÊlanym na podstawie takich markerów prolife-
racji, jak: IWMIB1, IWKi-67, (ocena immunohisto-
chemiczna przed rozpocz´ciem leczenia), a odpowiedzià
guzów na jednoczesnà CRT, jak i czasem prze˝yç ca∏kowi-
tych. Wydaje si´, ˝e opisywane rozbie˝noÊci mo˝na t∏uma-
czyç tym, ˝e badane bia∏ka nie wykazujà ekspresji we
wszystkich komórkach nowotworowych krà˝àcych w cyklu,
a wi´c ich analiza mo˝e wskazywaç tylko na mo˝liwoÊci
proliferacyjne guza, ale nie dostarcza informacji o do-
k∏adnej szybkoÊci podzia∏ów. Ponadto na ró˝nice w opisy-
wanych wynikach wp∏yw mogà mieç tak˝e: niejednorod-
noÊç badanych grup chorych oraz ich ma∏a liczebnoÊç.
Bia∏ko P53
Znaczna cz´Êç badaƒ dotyczàcych regulacji tempa po-
dzia∏ów komórek nowotworowych dotyczy oznaczania
obecnoÊci w komórkach nowotworowych zmutowanej for-
my bia∏ka P53. Prawid∏owe bia∏ko P53 w formie aktywnej
dzia∏a jako czynnik transkrypcyjny, uruchamiajàc produk-
cj´ bia∏ka P21, które hamuje cykl komórkowy. Bia∏ko P53
uczestniczy tak˝e w procesie regulacji apoptozy, poprzez
pobudzanie syntezy bia∏ka Bax i hamowanie produkcji
bia∏ka Bcl-2. We wszystkich omawianych w tym przeglà-
dzie pracach obecnoÊç zmutowanej postaci bia∏ka P53
wykrywano w komórkach nowotworowych dzi´ki zastoso-
waniu techniki immunohistochemicznej. Niestety, wyniki
tych badaƒ nie sà jednoznaczne. W przypadku nowotwo-
rów SCC narzàdów g∏owy i szyi publikacje Lavertu i in.
[42], Bandoh i in. [52], Tatemoto i in. [53] wykaza∏y, ˝e
obecnoÊç zmutowanej formy bia∏ka P53 w komórkach
nowotworowych jest zwiàzana z krótszym czasem do na-
wrotu choroby oraz z krótszym czasem prze˝yç chorych.
Równie˝ Kishi i in. [54] oraz Michel i in. [55] w bada-
niach nad rakiem SCC prze∏yku stwierdzili istotny zwiàzek
mi´dzy obecnoÊcià zmutowanego bia∏ka P53, a brakiem
ca∏kowitej regresji guzów po jednoczesnej CRT. Tak˝e
dla gruczolakoraków prze∏yku, leczonych jednoczeÊnie
cytostatykami i promieniowaniem jonizujàcym, Yang i in.
[56] zaobserwowali, ˝e wyst´powanie zmutowanej formy
bia∏ka P53 jest istotnie zwiàzane z obni˝eniem odsetka
pozytywnych odpowiedzi na indukcyjnà chemioradiote-
rapi´. Z kolei, na podstawie materia∏u operacyjnego gru-
czolakoraka odbytu, uzyskiwanego ju˝ po zakoƒczeniu
jednoczesnej CRT, Nasierowska-Guttmejer [45] wykaza∏a
korelacj´ mi´dzy obecnoÊcià zmutowanego bia∏ka P53
i brakiem ca∏kowitej regresji guzów po leczeniu. Odwrot-
ne wyniki uzyskali Giatromanolaki i in. [57] dla 76 gu-
zów SCC narzàdów g∏owy i szyi, stwierdzajàc, ˝e obec-
noÊç zmutowanej formy bia∏ka P53 jest istotnie zwiàzana
z wy˝szym odsetkiem wyleczalnoÊci miejscowej. Jednak
w szeregu publikacji dotyczàcych raka SCC krtani [48], ra-
ka SCC prze∏yku [56, 58-61] oraz raka SCC odbytu [47,
51] nie wykazano istotnego zwiàzku mi´dzy wyst´powa-
niem zmutowanej postaci bia∏ka P53 (oznaczanej immu-
nohistochemicznie przed rozpocz´ciem leczenia), a wyni-
kami jednoczesnej CRT. Opisywane rozbie˝noÊci w ocenie
predykcyjnej wartoÊci wyst´powania zmutowanej postaci
bia∏ka P53 mo˝na t∏umaczyç ograniczeniami metody im-
munohistochemicznej, zastosowanej do oceny obecnoÊci
zmutowanej formy bia∏ka P53. U podstaw tej metody le˝y
za∏o˝enie, ˝e zmutowana postaç P53 charakteryzuje si´
znacznie d∏u˝szym czasem pó∏trwania (kilka godzin),
w porównaniu do prawid∏owej formy tego bia∏ka (20 mi-
nut) [62]. Co za tym idzie, nieprawid∏owe bia∏ko P53 wy-
barwia si´ swoistymi przeciwcia∏ami monoklonalnymi,
podczas gdy prawid∏owe bia∏ko bardzo szybko rozk∏ada
si´ w komórce i nie jest wykrywane. Nadekspresja P53
mo˝e byç zwiàzana nie tylko z uszkodzeniami genetyczny-
mi, a wynikaç tak˝e z oddzia∏ywaƒ prawid∏owego bia∏ka
P53 z antygenem T wirusa SV40 i bia∏kiem E6, pochodzà-
cym z wirusa HPV [62], czy te˝ zaburzeƒ procesu degra-
dacji P53 w systemie ubikwityny [63]. Tak˝e negatywna
reakcja immunohistochemiczna nie musi oznaczaç, ˝e
bia∏ko to wyst´puje w prawid∏owej formie. Wykazano
mianowicie, ˝e wyst´powanie wielu mutacji typu „zmiany
sensu” w bia∏ku P53, wykryte na podstawie analizy mole-
kularnej, nie by∏o zwiàzane z dodatnià reakcjà immunolo-
gicznà [63]. Ocenia si´, ˝e tego typu mutacje stanowià
oko∏o 15% wszystkich mutacji wykrywanych w bia∏ku P53
[63]. Wydaje si´ wi´c, ˝e immunohistochemiczna metoda
oceny wyst´powania zmutowanego bia∏ka P53 nie pozwa-
la na wyciàganie jednoznacznych wniosków i konieczne
jest wprowadzenie technik biologii molekularnej, pozwa-
lajàcych na dok∏adne okreÊlenie lokalizacji i typu mutacji.
Apoptoza
Badania wartoÊci predykcyjnej poziomu apoptozy dla jed-
noczesnej CRT koncentrujà si´ na oznaczeniach na pozio-
mie komórkowym i molekularnym. Na poziomie komór-
kowym dotyczà one indeksu apoptotycznego (IA), czyli
odsetka komórek ulegajàcych apoptozie w tkance nowo-
tworowej. Bandoh i in. [52] dla 57 raków SCC zatoki
szcz´kowej (metoda immunohistochemiczna z zastoso-
waniem przeciwcia∏a przeciwko jednoniciowemu DNA)
oraz Shears i in. [64] dla 46 raków SCC prze∏yku (metoda
tunelowa) i Rodel i in. [51] dla 44 raków odbytu (metoda
tunelowa) wykazali, ˝e niski poziom IA, oceniany przed
rozpocz´ciem CRT, jest istotnie skorelowany z krótszym
czasem wolnym od nawrotu choroby oraz z brakiem ca∏-
kowitej lub cz´Êciowej regresji guza, ocenianym po lecze-
niu. Jednak Rees i in. [49] dla 58 raków SCC prze∏yku
wykazali brak zwiàzku mi´dzy IA, ocenianym metodà tu-
nelowà przed rozpocz´ciem równoczesnej chemio- i ra-
dioterapii, a odpowiedzià guzów na leczenie. Wi´kszoÊç
przedstawionych powy˝ej wyników, choç uzyskanych
w oparciu o ma∏e grupy chorych, sugeruje, ˝e indeks
apoptotyczny mo˝e posiadaç pewien potencja∏ predyk-
cyjny dla jednoczesnej CRT, jednak w celu ostatecznego
zweryfikowania wartoÊci tego parametru konieczne sà
dalsze badania, prowadzone w du˝ych grupach chorych.
Badania wartoÊci predykcyjnej ekspresji bia∏ek kon-
trolujàcych proces apoptozy w komórkach nowotworo-
wych dotyczà najcz´Êciej poziomu bia∏ek Bax i Bcl-2. O
znaczeniu tych bia∏ek wspomniano ju˝ przy omawianiu
roli bia∏ka P53. W cytowanych poni˝ej pracach wszyscy
autorzy stosowali metod´ immunohistochemicznà. Naj-
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bardziej obiecujàce wyniki dotyczà bia∏ka Bax. Mianowi-
cie, Bandoh i in. [52] dla raka SCC zatoki szcz´kowej,
Ikeguchi i in. [65] dla nowotworów SCC prze∏yku oraz
Nasierowska-Guttmejer [45] dla gruczolakoraka odbytu,
wykazali, ˝e wysoki poziom tego bia∏ka w komórkach no-
wotworowych przed rozpocz´ciem jednoczesnej CRT
wskazuje na ca∏kowità regresj´ guza po zakoƒczeniu lecze-
nia i wy˝szy odsetek prze˝yç ca∏kowitych chorych. Nato-
miast tylko w jednym doniesieniu, dotyczàcym 59 raków
SCC krtani, autorzy stwierdzili istotny zwiàzek mi´dzy
ekspresjà bia∏ka Bcl-2, a wy˝szym poziomem prze˝yç ca∏-
kowitych chorych po zakoƒczeniu terapii [48]. Inne prace
nie potwierdzajà wartoÊci predykcyjnej poziomu tego bia∏-
ka dla raka SCC prze∏yku [61] i odbytu [47, 51], dla lecze-
nia cytostatykami i promieniowaniem jonizujàcym. Te
sprzeczne wyniki mo˝na wyt∏umaczyç faktem istnienia
w komórce, poza omawianymi bia∏kami, co najmniej jesz-
cze jednej, niezale˝nej od nich, grupy regulatorów apop-
tozy. Nale˝à do niej bia∏ka okreÊlane IAP, które hamujà
apoptoz´ [66].
Inne potencjalne czynniki predykcyjne
WÊród innych cech biologicznych charakteryzujàcych
tkanki nowotworowe, predykcyjnà wartoÊç dla jednocze-
snej CRT mo˝e posiadaç ekspresja enzymów takich, jak:
cyklooksygenaza-2 (COX-2), topoizomeraza II oraz endo-
nukleaza HAP1. Cykloosygenaza 2 jest enzymem uczest-
niczàcym w procesie syntezy prostaglandyn, które sà me-
diatorami reakcji zapalnych. Kim i in. [67] w grupie 75 ra-
ków SCC szyjki macicy wykazali, ˝e nadekspresja COX-2
w komórkach nowotworowych, oceniana immunohisto-
chemicznie przed rozpocz´ciem leczenia, jest istotnie sko-
relowana z d∏u˝szym czasem wolnym od nawrotu choroby.
Natomiast topoizomeraza II jest enzymem odpowiedzial-
nym za zmiany w organizacji przestrzennej DNA pod-
czas procesu replikacji. Rees i in. [49] w grupie 58 raków
SCC prze∏yku wykazali, ˝e silna ekspresja tego enzymu
(oceniana immunohistochemicznie przed rozpocz´ciem
jednoczesnej CRT) jest istotnie zwiàzana z odpowiedzià
guzów na leczenie. Z kolei endonukleaza HAP1 jest jednà
z najwa˝niejszych endonukleaz rozpoznajàcych w ∏aƒcu-
chu DNA miejsca z brakujàcà zasadà (apurynowe/apiry-
midynowe) w procesie naprawy DNA. Ponadto ma ona
wp∏yw na aktywnoÊç niektórych czynników transkrypcyj-
nych, mi´dzy innymi C-fos, C-jun i P53. Koukourakis i in.
[68] w grupie 95 chorych na miejscowo zaawansowane
raki SCC narzàdów g∏owy i szyi leczonych ró˝nymi sche-
matami chemioradioterapii, wykazali, ˝e wysoka ekspre-
sja endonukleazy HAP1 (ocena immunohistochemiczna
przed leczeniem) jest istotnie zwiàzana z brakiem ca∏kowi-
tej regresji guzów po leczeniu.
Podsumowanie
Podsumowujàc wyniki omawiane w tym przeglàdzie nale-
˝y stwierdziç, ˝e wartoÊç parametrów biologicznych, cha-
rakteryzujàcych tkanki nowotworowe dla jednoczesnej
chemioradioterapii nowotworów z∏oÊliwych, jest obecnie
przedmiotem intensywnych badaƒ. Poniewa˝ badania te
nie przynios∏y do tej pory jednoznacznych wyników, ˝aden
z parametrów biologicznych nie zosta∏ uwzgl´dniony
w doÊwiadczeniach klinicznych. Rozbie˝noÊci we wnio-
skach opisywanych w tym przeglàdzie prac mogà wyni-
kaç z szeregu przyczyn.
W wi´kszoÊci publikacji badania obejmowa∏y nie-
wielkie liczebnie grupy chorych, co mo˝e prowadziç do
otrzymania nieistotnych statystycznie ró˝nic. Z drugiej
strony, wyniki statystycznie istotne w nielicznych grupach
mogà nie odzwierciedlaç zale˝noÊci wyst´pujàcej w rzeczy-
wistoÊci. Zwraca te˝ uwag´ niejednorodnoÊç analizowa-
nych nowotworów. Dotyczy to badaƒ nad grupami no-
wotworów, do których w∏àczono guzy o ró˝nej lokalizacji,
na przyk∏ad w obr´bie raka narzàdów g∏owy i szyi. Wyda-
je si´, ˝e spoÊród nowotworów g∏owy i szyi jednoczesna
CRT jest najbardziej uzasadniona w przypadku nosowej
cz´Êci gard∏a [69], co mo˝e byç zwiàzane ze wzgl´dnie
du˝à chemioradiowra˝liwoÊcià i znacznà sk∏onnoÊcià do
rozsiewu tego nowotworu.
Nast´pnà trudnoÊcià jest porównywanie doniesieƒ,
w których stosowano ró˝ne schematy chemio- i radiotera-
pii dla tych samym typów nowotworów. Wiele oÊrodków
ró˝ni si´ bowiem schematami radioterapii, dawkami cyto-
statyków i sposobem ich podawania w trakcie jednocze-
snej CRT.
Odr´bnym problemem jest brak standaryzacji me-
tod stosowanych w opisywanych doÊwiadczeniach.
W wi´kszoÊci badaƒ dotyczàcych ekspresji bia∏ek wykorzy-
stano metody immunohistochemii, które z ró˝nych przy-
czyn mogà dawaç niejednoznaczne wyniki. W niektórych
przypadkach obecnoÊç tego samego bia∏ka wykrywano za
pomocà ró˝nych przeciwcia∏ o odmiennej czu∏oÊci i specy-
ficznoÊci. Przyk∏adem sà tutaj przeciwcia∏a stosowane do
oznaczenia bia∏ka Ki-67. Tak˝e przy ocenie tego samego
barwienia immunohistochemicznego badacze stosujà ró˝-
ne metody i kryteria ocen. Nie zawsze te˝ wynik tego bar-
wienia odzwierciedla stan rzeczywisty w komórce. Muta-
cje punktowe mogà bowiem zmieniç funkcj´ bia∏ka, nie
wp∏ywajàc na jego struktur´, a w zwiàzku z tym na jego
zdolnoÊç do wiàzania si´ z przeciwcia∏em.
Przy oznaczaniu wartoÊci predykcyjnej parametrów
biologicznych dla jednoczesnej CRT nale˝y te˝ uwzgl´dniç
fakt, ˝e chemiopromieniowra˝liwoÊç komórek ma cha-
rakter z∏o˝ony i wieloczynnikowy. Molekularne podstawy
chemio- i promieniowra˝liwoÊci nie sà w pe∏ni poznane.
Chemio- i promieniowra˝liwoÊç najprawdopodobniej za-
le˝y od stanu genomu komórek tkanek eksponowanych na
leczenie, na którà znaczny wp∏yw majà mutacje w wielu
genach, ∏àcznie z onkogenami, genami supresorowymi
oraz genami poreplikacyjnej naprawy DNA [70, 71]. Na
poziomie komórkowym mutacje te prowadzà do spadku
szybkoÊci akumulacji cytostatyku w komórce (gen mdr1),
zaburzeƒ mechanizmów naprawczych DNA (geny p53,
rb, c-fos, oraz geny rodziny ras kodujàce bia∏ko P21) oraz
zaburzeƒ w sygna∏ach aktywujàcych proces apoptozy (ge-
ny p53, bcl-2) [72, 73]. PodatnoÊç komórek nowotworo-
wych na chemioradioterapi´ mo˝e tak˝e zale˝eç od lo-
sów leku w organizmie, a zw∏aszcza od dystrybucji i wyda-
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lania cytostatyku, zwiàzanych z unaczynieniem tkanki no-
wotworowej. Wydaje si´ wi´c, ˝e dla okreÊlenia chemio-
i promieniowra˝liwoÊci komórek niezb´dna jest charakte-
rystyka ekspresji wielu genów, odpowiedzialnych za zjawi-
ska proliferacji, apoptozy, naprawy uszkodzeƒ DNA i an-
giogenezy. Zastosowanie mog∏aby znaleêç tutaj metoda
„p∏ytek genowych” pozwalajàca na jednoczesne okreÊlenie
ekspresji wielu tysi´cy genów.
W pojawiajàcych si´ do tej pory publikacjach nie ba-
dano wartoÊci predykcyjnej chemiopromieniowra˝liwoÊci
tkanek prawid∏owych dla jednoczesnej CRT. Ten sposób
leczenia jest zwiàzany z wysokà wczesnà toksycznoÊcià,
cz´sto utrudniajàcà czy te˝ uniemo˝liwiajàcà zakoƒczenie
planowanej terapii. Istnieje te˝ ryzyko nasilenia póênych
odczynów popromiennych. Zachodzi wi´c pilna potrzeba
opracowania testów oznaczajàcych toksycznoÊç jednocze-
snej CRT dla tkanek prawid∏owych.
Wielu badaczy zwraca uwag´, ˝e oznaczanie jednego
parametru mo˝e nie byç wystarczajàce do uzyskania istot-
noÊci statystycznej w analizie korelacji mi´dzy chemio-
promieniowra˝liwoÊcià komórek nowotworowych i prawi-
d∏owych, a danymi klinicznymi. Dlatego upatrujà oni
w równoczesnej ocenie wielu cech biologicznych jeden
z najwa˝niejszych kierunków dalszych prac badawczych
nad testami predykcyjnymi. W przysz∏oÊci mo˝e to do-
prowadziç do indywidualizacji jednoczesnej CRT, bowiem
na podstawie takiej kompleksowej charakterystyki b´dzie
mo˝na wyselekcjonowaç chorych odnoszàcych najwi´k-
sze korzyÊci z tego typu leczenia.
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